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　 　 摘要:ＳＬＥＥＰＹ１(ＳＬＹ１)属于 Ｆ￣ｂｏｘ 蛋白ꎬ是 ＳＣＦ 复合体的主要组成元件之一ꎬ在赤霉素信号转导过程中发挥着重要的调

节作用ꎮ 本研究以夏黑葡萄为试材ꎬ利用电子克隆和 ＲＴ￣ＰＣＲ 技术克隆获得一个 Ｆ￣ｂｏｘ 蛋白基因全长 ｃＤＮＡ 序列ꎬ命名为

ＶｖＳＬＹ１ꎮ 该基因全长为 １０９６ ｂｐꎬ包含 １ 个 ５５５ ｂｐ 的完整开放阅读框(ＯＲＦ)ꎬ编码 １８４ 个氨基酸ꎮ 序列比对和结构域分析结果

表明ꎬ该 ＶｖＳＬＹ１ 包含 Ｆ￣ｂｏｘ 蛋白家族的 ＬＧＧ 和 ＬＳＬ 保守结构域ꎮ 进化树分析结果显示ꎬＶｖＳＬＹ１ 与可可亲缘关系最近ꎮ ｑＲＴ￣
ＰＣＲ 分析结果表明ꎬ在果实快速膨大发育阶段ꎬ外源赤霉素 ＧＡ３ 处理会促进该基因的上调表达ꎮ

关键词:葡萄ꎻＦ￣ｂｏｘ 蛋白ꎻＶｖＳＬＹ１ 基因ꎻ克隆ꎻ基因表达

Ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｆ￣ｂｏｘ Ｇｅｎｅ ＶｖＳＬＹ１ ｉｎ Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａ Ｌ.
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( Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ ＰｏｍｏｌｏｇｙꎬＪｉａｎｇｓｕ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ / Ｊｉａｎｇｓｕ Ｋｅｙ
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｆｏｒ Ｈｏｒｔｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｃｒｏｐ Ｇｅｎｅｔｉｃ ＩｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔꎬＮａｎｊｉｎｇ ２１００１４)

Ａｂｓｔｒａｃｔ: ＳＬＥＥＰＹ１(ＳＬＹ１) ｉｓ ｔｈｅ ｍｅｍｂｅｒ ｏｆ Ｆ￣ｂｏｘ ｆａｍｉｌｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ｓｅｒｖｅｓ ａｓ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｉｎ
ＳＣＦ ｃｏｍｐｌｅｘ. Ｐｒｅｖｉｏｕｓ ｓｔｕｄｉｅｓ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｉｓ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｉｇ￣
ｎａｌｉｎｇ ｎｅｔｗｏｒｋ ｏｆ ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎ. Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙꎬａ ｆｕｌｌ￣ｌｅｎｇｔｈ ｃｏｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ Ｆ￣ｂｏｘ ｇｅｎｅꎬｄｅｓｉｇｎａｔｅｄ ＶｖＳＬＹ１ꎬｗａｓ
ｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍ ｇｒａｐｅｖｉｎｅ ｃｕｌｔｉｖａｒ‘Ｓｕｍｍｅｒ Ｂｌａｃｋ’(Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａ Ｌ. ) . Ｗｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ａ １０９６ ｂｐ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｔｈａｔ ｃｏｎｔａｉｎｓ
ａ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ ｏｆ ５５５ ｂｐ ｔｈａｔ ｅｎｃｏｄｅｓ ｆｏｒ １８４ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ. Ｂｙ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ａｎｄ ｍｏｔｉｆ
ａｎａｌｙｓｉｓꎬｔｈｅ ＶｖＳＬＹ１ ｇｅｎｅ ｃｏｎｔａｉｎｓ ｔｈｅ ＬＧＧ ａｎｄ ＬＳＬ ｔｈａｔ ａｒｅ ｔｙｐｉｃａｌ ｄｏｍａｉｎｓ ｏｆ Ｆ￣ｂｏｘ ｐｒｏｔｅｉｎ. Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＶｖＳＬＹ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｃｌｏｓｅｌｙ ｇｒｏｕｐｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｔｈｅｏｂｒｏｍａ ｃａｃａｏ ｐｒｏｔｅｉｎ. ｑＲＴ￣ＰＣＲ
ｒｅｖｅａｌｅｄ ａｎ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＶｖＳＬＹ１ ｕｎｄｅｒ ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｐｅｒｉｏｄ ｏｆ ｔｈｅ ｆａｓｔ ｅｘｐａｎｓｉｏｎ ｄｅｖｅｌ￣
ｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｆｒｕｉｔ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａ Ｌ. ꎻＦ￣ｂｏｘ ｐｒｏｔｅｉｎꎻＶｖＳＬＹ１ ｇｅｎｅꎻｃｌｏｎｅꎻｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

Ｆ￣ｂｏｘ 蛋白广泛存在于真核生物中ꎬ通过泛素

化介导途径参与了许多生物学过程ꎬ因其最初发现

于细胞周期蛋白 Ｃｙｃｌｉｎ Ｆ 而得名[１]ꎮ 作为一种非常

重要的 Ｅ３ 泛素连接酶 ＳＣＦ 复合体的亚基ꎬ该蛋白

可选择性的结合降解蛋白ꎬ参与泛素化蛋白降解途

径ꎬ进而实现对多种代谢过程的调控ꎬ如:信号转导、
细胞循环、基因转录、雄性不育、免疫反应及细胞的

程序化死亡等[２￣４]ꎮ

赤霉素(ＧＡꎬＧｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎ)是一种重要的植物生

长调节物质ꎬ自 ２０ 世纪 ６０ 年代以来ꎬ国内外葡萄专

家围绕其在葡萄生产中的应用开展了大量的研究工

作ꎬ发现外源 ＧＡ 的合理使用不仅可以有效拉长果

穗ꎬ改变果实糖、酸含量ꎬ同时对于葡萄果实的膨大

发育也具有明显的促进作用[５￣７]ꎮ ＳＬＥＥＰＹ１(ＳＬＹ１)
是 ＧＡ 信号转导途径中的正调控因子ꎬ其编码的

Ｆ￣ｂｏｘ 蛋白在 ＧＡ 信号转导途径中发挥着非常重要
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的调控作用ꎬＳＬＹ１ 蛋白已成为继 ＤＥＬＬＡ 蛋白之后

研究 ＧＡ 信号转导的又一热点[８￣１０]ꎮ 已有研究发

现ꎬ拟南芥中的 ＳＬＹ１ 和水稻中的 ＧＩＤ２ 系直系同源

基因[１１]ꎬ在缺失 Ｆ￣ｂｏｘ 蛋白的拟南芥 ｓｌｙ１ 和水稻

ｇｉｄ２ 突变体中ꎬ由于 ＤＥＬＬＡ 蛋白无法通过泛素化途

径降解ꎬ使得植株体内积累了大量的 ＤＥＬＬＡ 蛋白ꎬ
并最终导致上述突变体的半矮化表型[９ꎬ１１￣１２]ꎮ

目前ꎬ已从拟南芥、水稻等植物中鉴定出相关的

ＳＬＹ１ / ＧＩＤ２ 基因[８ꎬ１３]ꎮ 在葡萄上ꎬ有关 ＶｖＳＬＹ１ 基因

的研究也取得了一定的进展ꎬＡｃｈｅａｍｐｏｎｇ 等[１４] 通过

生物信息学技术预测了 ＳＬＹ１ 基因的序列ꎬ且对其时

空表达特点进行了初步分析ꎬ但并未对该基因序列进

行克隆验证ꎮ 果实大小作为重要的园艺性状ꎬ在长期

的生产实践中被人们选择并保留下来ꎬ然而有关该基

因在果实膨大发育过程中作用的研究尚未见报

道[１５]ꎮ 鉴于 ＧＡ 在葡萄果实膨大发育过程中的重要

作用ꎬ以及 ＳＬＹ１ 在 ＧＡ 信号转导过程中的重要功能ꎬ
本研究以夏黑葡萄为试材ꎬ利用电子克隆和 ＲＴ￣ＰＣＲ
技术ꎬ从中获得了一个 ＶｖＳＬＹ１ 基因全长 ｃＤＮＡ 序列ꎬ
并对其进行了生物信息学和表达模式分析ꎬ以探明

ＶｖＳＬＹ１ 基因在葡萄果实膨大发育过程中的功能ꎬ同
时也为优良葡萄新品种选育奠定理论基础ꎮ

１　 材料与方法

１. １　 材料及处理

本研究以 ５ 年生夏黑葡萄为试材ꎬ样品取自江

苏省农业科学院溧水植物科学基地内的江苏省果树

种质资源圃ꎮ 试验于 ２０１５ 年 ５ 月进行ꎬ采用 ５０ ｍｇ / Ｌ
的 ＧＡ３ 溶液对花后 １ 周的夏黑葡萄幼果进行持续

浸蘸 ５ ｓ 处理ꎬ清水处理作为对照ꎬ处理后 １ 周开

始ꎬ每周取样 １ 次ꎬ直至果实成熟ꎮ 样品采集后分两

部分保存ꎬ一部分置于冰盒内进行果实单果质量的

测定ꎻ另一部分迅速置于液氮中速冻ꎬ后转移至

－ ８０℃冰箱中保存备用ꎮ
１. ２　 单果质量的测定

随机从每个处理中取 １０ 粒果实ꎬ利用电子天平

完成其总质量的测定ꎬ并求得单果质量ꎮ
１. ３　 ＲＮＡ 的提取及 ｃＤＮＡ 合成

葡萄各个组织中总 ＲＮＡ 的提取均采用北京华

越洋生物科技有限公司生产的 Ｑｕｉｃｋ ＲＮＡ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ
Ｋｉｔ 进行ꎮ 以总 ＲＮＡ 为模板ꎬ参照 Ｉｎｖｉｔｅｒｏｇｅｎ 公司

生产的 ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔＴＭⅢ Ｆｉｒｓｔ￣Ｓｔｒａｎｄ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｓｙｓｔｅｍ
反转录试剂盒说明ꎬ并将其中的随机引物换成 Ｐ１ꎬ
进行 ｃＤＮＡ 第 １ 链的合成(表 １)ꎮ

表 １　 ＶｖＳＬＹ１ 基因克隆与表达所用引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＶｖＳＬＹ１

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ
ｎａｍｅ

引物序列(５′￣３′)
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′￣３′)

引物功能

Ｐｒｉｍｅｒ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ
ｎａｍｅ

引物序列(５′￣３′)
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′￣３′)

引物功能

Ｐｒｉｍｅｒ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ

Ｐ１ ＧＣＡＧＧＡＣＴＧＣＡＧＣＴＧＡＣＴＧＡＣＴＡＣＴ３０ＶＮ ｃＤＮＡ 合成

Ｆ１ ＡＴＧＡＡＧＣＧＡＣＣＴＴＴＴＧＴＴＧＣＣ ＯＲＦ 扩增

Ｒ１ ＴＣＡＴＣＴＣＣＣＴＣＴＧＴＴＧＴＴＧＡＡＡＴＴＣ

Ｆ２ ＡＡＡＡＧＧＡＴＡＡＡＧＡＧＧＡＡＧＧＴＧＧＧ ５′扩增

Ｒ２ ＧＴＴＧＣＣＧＣＡＧＣＣＧＡＴＡＴＴＡ

Ｆ３ ＧＣＣＣＣＡＧＧＣＴＴＣＣＴＣＡＴＣＡＴ ３′扩增

Ｒ３ ＧＧＴＧＧＴＡＧＡＧＣＴＣＧＣＡＧＧＡＣＴＧＣＡＧＣＴＧＡＣＴＧ

Ｆ４ ＴＴＣＴＣＣＧＣＣＡＣＴＣＴＡＣＡＴ ｑＲＴ￣ＰＣＲ

Ｒ４ ＡＧＡＴＴＣＴＣＧＴＣＣＡＧＡＴＴＣＡＣ

ＵＢＩ￣Ｆ ＧＣＴＣＧＣＴＧＴＴＴＴＧＣＡＧＴＴＣＴＡＣ 内参基因

ＵＢＩ￣Ｒ ＡＡＣＡＴＡＧＧＴＧＡＧＧＣＣＧＣＡＣＴＴ

１. ４　 ＶｖＳＬＹ１ 基因的克隆

根据 ＧｅｎｅＢａｎｋ 中登录的拟南芥 ＡｔＳＬＹ１ 基因的

ｃＤＮＡ 序列(ＧｅｎｅＢａｎｋ 登录号:ＮＭ＿１１８５５４. ３)ꎬ参
照王西成等[１６] 的电子克隆方法ꎬ分离获得葡萄

ＶｖＳＬＹ１ 基因全长 ｃＤＮＡ 序列ꎮ 首先以合成的 ｃＤＮＡ
为模板ꎬ利用引物 Ｆ１ / Ｒ１ 进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ获得其完

整 ＯＲＦ 序列ꎮ 然后再利用引物 Ｆ２ / Ｒ２ꎬ以及 Ｆ３ / Ｒ３
进行 ＶｖＳＬＹ１ 基因 ５′和 ３′非编码区(ＵＴＲ)序列的扩

增(表 １)ꎮ 反应体系均为 ２５ μＬ:１０ × ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ
(Ｍｇ２ ＋ ｐｌｕｓ) ２. ５ μＬꎬ ｄＮＴＰ Ｍｉｘｔｕｒｅ ( １０ ｍｍｏｌ / Ｌ )

２ μＬꎬ上、下游引物各 １ μＬꎬｃＤＮＡ ２ μＬꎬＥｘ￣Ｔａｑ 酶

(５ Ｕ / Ｌ)０. ２５ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ 补足至 ２５ μＬꎮ ＰＣＲ 扩增程

序:９４℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９４℃变性 ３０ ｓꎬ６１℃退火 ４５ ｓꎬ
７２℃延伸 １ ｍｉｎꎬ３５ 个循环ꎻ７２℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ １. ２％
琼脂糖凝胶电泳检测分离扩增产物ꎬＤＮＡ 凝胶回收

试剂盒回收目的片段ꎬ并连接至 ｐＭＤ￣１９Ｔ ｓｉｍｐｌｅ 载

体克隆ꎬ然后提取质粒ꎬ交由上海美吉生物医药科技

有限公司(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｍａｊｏｒｂｉｏ. ｃｏｍ)进行测序ꎮ
１. ５　 生物信息学分析

首先利用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ /
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ｐｒｏｔｐａｒａｍ / )对该基因编码蛋白的分子量和等电点

进行计算ꎮ 运用 ＳＯＰＭＡ(ｈｔｔｐｓ: / / ｎｐｓａ￣ｐｒａｂｉ. ｉｂｃｐ.
ｆｒ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｓｅｃｐｒｅｄ＿ｓｏｐｍａ. ｐｌ)软件预测氨基酸序列

的二级结构ꎮ ＰｒｅｄｉＳｉ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｐｒｅｄｉｓｉ. ｄｅ / )预

测基因的信号肽ꎮ 使用 ＤＮＡＭＡＮ５. ２２ 软件进行

氨基酸序列比对ꎬ采用 ＭＥＧＡ５. １ 软件包中的邻接

法(ＮＪꎬＮｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ)构建系统发育树ꎬ校验参

数 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 重复 １０００ 次ꎮ 利用 ＳｏｆｔＢｅｒｒｙＰｒｏｔＣｏｍｐ
９. ０(ｈｔｔｐ: / / ｌｉｎｕｘ１. ｓｏｆｔｂｅｒｒｙ. ｃｏｍ / ｂｅｒｒｙ. ｐｈｔｍｌ? ｔｏｐｉｃ)
进行亚细胞定位预测ꎮ 通过 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ Ｄｏｍａｉｎｓ
Ｄａｔａｂａｓｅ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ ｎｃｂｉ ｎｌｍ ｎｉｈ ｇｏｖ / Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ /
ｃｄｄ / ｗｒｐｓｂ ｃｇｉ ) 进 行 蛋 白 保 守 域 分 析ꎮ 通 过

ＷｅｂＬｏｇｏ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｅｂｌｏｇｏ ｂｅｒｋｅｌｅｙ ｅｄｕ / ｌｏｇｏ ｃｇｉ) 生

成 ｌｏｇｏ 图谱ꎬ展示保守结构域各位点的保守性ꎮ
１. ６　 ＶｖＳＬＹ１ 基因表达分析

利用 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ ｉＱ５ 荧光定量 ＰＣＲ 仪ꎬ采用实时

荧光定量 ＰＣＲ 技术(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)对 ＶｖＳＬＹ１ 基因的时

空表达特性进行分析ꎮ 以 Ｆ４ / Ｒ４ 为 ＶｖＳＬＹ１ 基因的

扩增 引 物ꎬ ＵＢＩ ( ＸＭ ＿ ００２２６６７１４ ) 为 内 参 引 物

(表 １)ꎬＰＣＲ 反应体系为 ２０ μＬ:ｃＤＮＡ 模板 １ μＬꎬ上

游和下游引物各 ０. ８ μＬꎬ反应 ＭＩＸ(Ｔｏｙｏｂｏ)１０ μＬꎬ
ｄｄＨ２Ｏ ７. ４ μＬꎮ 反应程序:９５ ℃变性 １ ｍｉｎꎻ９５ ℃
变性 １０ ｓꎬ６０ ℃退火 ２０ ｓꎬ７２ ℃延伸 ３０ ｓꎬ共 ４０ 个

循环ꎻ每个样品设置 ３ 次重复ꎬ相关数据采用

２ － ΔΔＣＴ法进行处理ꎬ以确定 ＶｖＳＬＹ１ 基因的相对表

达水平[１７￣１８] ꎮ

２　 结果与分析

２. １　 ＶｖＳＬＹ１ 基因全长 ｃＤＮＡ 序列的克隆

以葡萄根、茎、叶、花、卷须和果实的混合 ｃＤＮＡ
为模板ꎬ利用引物 Ｆ１ 和 Ｒ１ 进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ获得了

长度为 ５５５ ｂｐ 的开放阅读框( ＯＲＦꎬｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ
ｆｒａｍｅ)片段ꎮ 利用引物 Ｆ２ 和 Ｒ２ꎬ以及 Ｆ３ 和 Ｒ３ 进

行 ＰＣＲ 扩增ꎬ分别获得长度为 ５８４ ｂｐ、４３６ ｂｐ 的基

因 ５′和 ３′端序列ꎮ 测序完成后对所获得的 ＯＲＦ、５′
端和 ３′端序列进行拼接ꎬ最终获得长度为 １０９７ ｂｐ
的基因全长 ｃＤＮＡ 序列ꎬ该基因命名为 ＶｖＳＬＹ１ꎮ 分

析表明ꎬ该基因 ｃＤＮＡ 序列包含一个 ５５５ ｂｐ 的完整

ＯＲＦꎬ编码 １８４ 个氨基酸ꎬ５′和 ３′非编码区长度分别

为 ３０２ ｂｐ 和 ２４０ ｂｐ (图 １)ꎮ

图 １　 葡萄 ＶｖＳＬＹ１ 基因 ｃＤＮＡ 及其推导的氨基酸序列

Ｆｉｇ １　 Ｔｈｅ ｃＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｉｔｓ ｄｅｄｕｃｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｇｒａｐｅ ＶｖＳＬＹ１
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２. ２　 ＶｖＳＬＹ１ 基因序列及结构分析

利用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 对 ＶｖＳＬＹ１ 基因编码蛋白分析发

现ꎬ该蛋白质的分子量为 ２１. ０１ ｋＤꎬ理论等电点

(ｐＩ)为 ７. ７７ꎬ分子式为 Ｃ９２９ Ｈ１４４７ Ｎ２６７ Ｏ２７５ Ｓ８ꎬ负电荷

氨基酸残基总数(Ａｓｐ ＋ Ｇｌｕ)为 ２３ꎬ正电荷氨基酸残

基总数(Ａｒｇ ＋ Ｌｙｓ)为 ２４ꎬ不稳定系数为 ５４. ００ꎬ属不

稳定性蛋白ꎬ亲水性平均值为￣０. ５９９ꎬ为亲水性蛋

白ꎮ ＳＯＰＭＡ 预测该基因编码蛋白的二级结构结果

表明ꎬＶｖＳＬＹ１ 氨基酸序列含有 ３５. ８７％ 的 α 螺旋、

１１. ４１％的延伸链、２. ７２％的 β 转角和 ５０. ００％的不

规则卷曲ꎮ ＰｒｅｄｉＳｉ 分析结果显示该蛋白不含信号

肽ꎬ是一类膜蛋白ꎮ ＳｏｆｔＢｅｒｒｙＰｒｏｔＣｏｍｐ ９. ０ 亚细胞定

位预测表明ꎬ该 ＶｖＳＬＹ１ 位于细胞核上ꎮ
利用 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ Ｄｏｍａｉｎｓ Ｄａｔａｂａｓｅ ( ＣＤＤ) 鉴定

ＶｖＳＬＹ１ 蛋白保守结构域ꎬ并在 ＷｅｂＬｏｇｏ 中进行标

注ꎮ 在线搜索结果表明ꎬ该基因编码蛋白对应的登

陆号为 ｐｆａｍ００６４６ꎬ含有 Ｆ￣ｂｏｘ 蛋白家族的结构域ꎬ
为 Ｆ￣ｂｏｘ 蛋白(图 ２)ꎮ

实线框表示 Ｆ￣ｂｏｘ 蛋白的保守序列 ＬＧＧ 和 ＬＳＬ
Ｗｉｒｅ￣ｆｒａｍｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ＬＧＧ ａｎｄ ＬＳＬ ｏｆ Ｆ￣ｂｏｘ ｐｒｏｔｅｉｎ

图 ２　 ＶｖＳＬＹ１ 氨基酸序列 Ｌｏｇｏ 图谱分析

Ｆｉｇ ２　 Ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｌｏｇｏ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＶｖＳＬＹ１ ｂｙ ＷｅｂＬｏｇｏ

２. ３　 ＶｖＳＬＹ１ 氨基酸同源序列和系统进化分析

利用 ＤＮＡＭＡＮ５. ２２ 软件对 ＳＬＹ１ 基因编码的

氨基酸序列进行同源性比对发现ꎬ葡萄与其他物

种 ＳＬＹ１ 氨基酸序列同源性在 ６３. ４１％ ~ ７６. ６７％

之间ꎮ 其中ꎬ与可可的同源性最高ꎬ为 ７６. ６７％ ꎻ与
百脉根的同源性最低ꎬ为 ６３. ４１％ ꎻ而与蓖麻、核
桃、醉蝶花、胡杨、拟南芥、苹果、苦瓜、酸枣、甜樱桃、
梨等的同源性则介于两者之间ꎬ分别为 ７５. ４８％ 、
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７２. ２９％ 、７１. ８８％ 、６７. ６１％ 、６７. ４４％ 、６７. ３８％ 、
６６. ８５％ 、６６. ４８％ 、６６. ４８％和 ６４. １３％ (图 ３)ꎮ 氨

基酸序列分析结果表明ꎬ该氨基酸序列与其他物

种具有高度保守的 Ｆ￣ｂｏｘ、ＧＧＦ、ＬＳＬ 等功能域ꎬ进
一步说明 ＶｖＳＬＹ１ 为 Ｆ￣ｂｏｘ 蛋白ꎮ

ＧＧＦ 和 ＬＳＬ 为保守残基ꎬＶＲ１ 和 ＶＲ２ 为可变区域

ＧＧＦ ａｎｄ ＬＳＬ ｒｅｆｅｒ ｔｏ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓꎬＶＲ１ ａｎｄ ＶＲ２ ｒｅｆｅｒ ｔｏ ｖａｒｉａｂｌｅ ｒｅｇｉｏｎ

图 ３　 ＶｖＳＬＹ１ 与其他植物氨基酸序列同源性分析

Ｆｉｇ ３　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＶｖＳＬＹ１ ａｎｄ ｉｔｓ ｈｏｍｏｌｏｇｓ

　 　 进一步利用 ＭＥＧＡ５. １ 软件对 ＶｖＳＬＹ１ 氨基酸序

列和其他物种 ＳＬＹ１ / ＧＩＤ２ 氨基酸序列构建系统进化

树ꎮ 结果表明ꎬ１３ 种不同植物被聚为两大类群ꎬ其中

与胡杨、可可、蓖麻、醉蝶花、拟南芥和核桃亲缘关系

较近ꎬ被聚为一类ꎻ而与苹果、甜樱桃、白梨、酸枣、苦
瓜和百脉根的亲缘关系较远ꎬ被分为另一类(图 ４)ꎮ

图 ４　 ＶｖＳＬＹ１ 与其他植物 ＳＬＹ１ 氨基酸系统进化分析

Ｆｉｇ ４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＶｖＳＬＹ１ ａｎｄ ｉｔｓ ｈｏｍｏｌｏｇｓ
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２. ４　 ＧＡ３ 处理对葡萄果实大小的影响

果实质量测定结果表明ꎬ处理与对照果实的生

长都呈线性增长趋势ꎬ外源 ＧＡ３ 处理会促进不同发

育时期果实单果质量的增加ꎬ对于果实的膨大发育

具有积极的促进作用(图 ５)ꎮ 这与葡萄果实生长发

育呈双 Ｓ 型曲线的实际情况并不完全一致ꎬ究其原

因可能与果实取样量偏少有关ꎮ

图 ５　 ＧＡ３ 处理与对照果实单果质量

Ｆｉｇ ５　 Ｆｒｕｉｔ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｇｒａｐｅ ｆｒｕｉｔ ａｆｔｅｒ ＧＡ３ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

２. ５　 ＶｖＳＬＹ１ 基因的表达分析

本研究利用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 技术ꎬ对 ＶｖＳＬＹ１ 基因在

葡萄根、茎、幼叶、花、幼果和卷须等不同组织中的表

达水平进行了检测分析ꎮ 结果表明ꎬＶｖＳＬＹ１ 在葡萄

不同组织器官中均能表达ꎬ但表达水平存在一定差

异ꎮ 该基因在根、茎和幼叶中的表达水平较高ꎬ但在

花、幼果和卷须中的表达水平相对较低(图 ６)ꎮ 究

其原因可能在于 ＳＬＹ１ 基因是 ＧＡ 信号转导中的正

向调节因子ꎬ当组织中 ＧＡ 含量较高时ꎬ会促进 ＳＬＹ１
基因的表达ꎮ

图 ６　 ＶｖＳＬＹ１ 在葡萄不同组织中的表达

Ｆｉｇ ６　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＶｖＳＬＹ１
ｇｅｎｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｇｒａｐｅ

２. ６　 外源 ＧＡ３ 处理对葡萄果实中 ＶｖＳＬＹ１ 基因表

达的影响

为检测 ＶｖＳＬＹ１ 基因在 ＧＡ３ 处理与对照果实

中的表达情况ꎬ本研究分别选取不同发育时期

ＧＡ３ 处理与对照果实样品进行 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测ꎮ
结果表明ꎬＶｖＳＬＹ１ 基因在果实整个发育过程中的

表达水平总体呈现出先降低后升高再降低的变

化趋势ꎮ 外源 ＧＡ３ 处理可有效提高 ＶｖＳＬＹ１ 基因

在果实发育前期(处理后 ７ ~ ２１ ｄ)和中后期(处

理后 ３５ ~ ４２ ｄ) 的表达水平ꎬ但对处理后 ２８ ｄ、
４９ ｄ 和５６ ｄ 时果实中的表达水平并未产生促进

作用(图 ７) ꎮ

３　 讨论

果实膨大发育是一个受不同基因调控的复杂过

程ꎬ但到目前为止ꎬ有关果实膨大基因的研究仍主要

集中在与细胞分裂和细胞膨大相关基因研究方面ꎬ
如细胞周期依赖激酶基因(ＣＤＫｓ)、细胞周期蛋白基

因(Ｃｙｃｌｉｎｓ)、扩张蛋白基因(Ｅｘｐａｎｓｉｎｓ)和木葡聚糖

内糖基转移 /水解酶基因(ＸＴＨｓ)等[１９￣２１]ꎮ
近年来ꎬ有关葡萄果实膨大发育相关基因也取

得了一定进展ꎬ发现扩张蛋白编码基因 ＥＸＰ１、ＥＸＰ２
以及 ＶｖＥＸＰＡ１４、ＶｖＥＸＰＡ１８ 可能在果实发育过程中

４６９



　 ５ 期 王西成等:葡萄 Ｆ￣ｂｏｘ 基因 ＶｖＳＬＹ１ 的克隆与表达分析

图 ７　 ＶｖＳＬＹ１ 基因在 ＧＡ３ 处理与对照果实中的表达水平

Ｆｉｇ ７　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＶｖＳＬＹ１ ｇｅｎｅ ｉｎ ＧＡ３ ｔｒｅａｔｅｄ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｆｒｕｉｔｓ

发挥着积极的作用[２２￣２３]ꎮ 同时ꎬｂＨＬＨ 类转录因子

ＶｖＣＥＢ１ 也被证明与葡萄果实膨大发育过程密切相

关ꎬ该转录因子可通过影响细胞膨大相关基因的表

达水平ꎬ进而实现对果实发育的调控[２４]ꎮ
ＳＬＹ１ 基因作为 Ｅ３ 泛素连接酶 ＳＣＦ 复合体中的

一个亚基ꎬ其最早分离于拟南芥 ｓｌｙ１￣２ 和 ｓｌｙ１￣１０ 突

变体ꎻ同年ꎬＳＬＹ１ 直系同源基因 ＧＩＤ２ 也从水稻中成

功克隆ꎮ 与 ＤＥＬＬＡ 蛋白编码基因相比ꎬＳＬＹ１ / ＧＩＤ２
基因功能研究范围较窄ꎬ主要集中在株高方面[２５]ꎮ
尽管目前对于 ＳＬＹ１ 基因表达与果实膨大发育之间

存在何种关系尚不得而知ꎬ但鉴于 ＧＡ 功能的发挥

是建立在 ＤＥＬＬＡ 蛋白降解的基础之上ꎬ而 ＳＬＹ１ 作

为 ＳＣＦＳＬＹ１复合体的一个组分ꎬ介导了 ＧＡ 诱导 ＤＥＬ￣
ＬＡ 蛋白的降解[２６]ꎮ 因此推测 ＧＡ 对葡萄果实膨大

发育的调控可能是通过诱导 ＳＬＹ１ 基因的表达ꎬ进而

引发 ＤＥＬＬＡ 蛋白的降解实现的ꎮ
本研究从夏黑葡萄中分离获得了葡萄 ＶｖＳＬＹ１

基因的全长 ｃＤＮＡ 序列ꎬ序列分析结果表明ꎬ该基因

与胡杨、可可、蓖麻、拟南芥、苹果、甜樱桃、白梨的同

源性均在 ６４％以上ꎬ说明该基因在进化过程中具有

一定的保守性ꎮ 同时ꎬ蛋白结构域分析结果表明ꎬ该
蛋白含有 Ｆ￣ｂｏｘ 蛋白所特有的 ＬＧＧ 和 ＬＳＬ 保守残

基ꎬ进一步说明葡萄 ＶｖＳＬＹ１ 为 Ｆ￣ｂｏｘ 类蛋白[１１]ꎮ
ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析结果表明ꎬ该基因在葡萄根、茎、花、
幼叶、幼果和卷须中均有表达ꎬ具有组成型基因表达

的特点ꎮ 与对照相比ꎬ在果实快速膨大发育阶段

(ＧＡ３ 处理后 ７ ~ ４２ ｄ)ꎬ外源 ＧＡ３ 处理对该基因的

表达主要表现为促进作用ꎬ据此分析认为 ＶｖＳＬＹ１ 基

因作为正向调控因子ꎬ可能通过信号转导途径影响

着 ＧＡ 功能的发挥ꎬ进而在 ＧＡ３ 诱导果实膨大发育

过程中发挥着一定的作用[９]ꎬ但有关其具体功能仍

有待于进一步研究ꎮ
总之ꎬ本研究不仅明确了 ＶｖＳＬＹ１ 基因的结构特

点ꎬ丰富了其表达规律ꎬ同时对于揭示外源 ＧＡ３ 处

理促进葡萄果实膨大发育分子机理研究也具有积极

的参考意义ꎮ
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[２１] 　 Ｃｕｉ ＬꎬＬｉ ＪꎬＺｈａｎｇ ＴꎬＧｕｏ ＱꎬＸｕ ＪꎬＬｏｕ ＱꎬＣｈｅｎ Ｊ. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｄ￣ｔｙｐｅ ｃｙｃｌｉｎ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｅａｒｌｙ ｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇ
ｆｒｕｉｔ ｏｆ ｃｕｃｕｍｂｅｒ(Ｃｕｃｕｍｉｓ ｓａｔｉｖｕｓ Ｌ. ) . Ｐｌａｎｔ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ
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[２２] 　 Ｉｓｈｉｍａｒｕ ＭꎬＳｍｉｔｈ Ｄ ＬꎬＧｒｏｓｓ Ｋ ＣꎬＫｏｂａｙａｓｈｉ Ｓ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｔｈｒｅｅ ｅｘｐａｎｓｉｎ ｇｅｎｅｓ ｄｕｒｉｎｇ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｋｙｏｈｏ
ｇｒａｐｅ ｂｅｒｒｉｅｓ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ２００７ꎬ１６４:１６７５￣１６８２

[２３] 　 Ｓｕｚｕｋｉ ＨꎬＯｓｈｉｔａ ＥꎬＦｕｊｉｍｏｒｉ ＮꎬＮａｋａｊｉｍａ ＹꎬＫａｗａｇｏｅ ＹꎬＳｕｚｕｋｉ
Ｓ. Ｇｒａｐｅ ｅｘｐａｎｓｉｎｓꎬＶｖＥＸＰＡ１４ ａｎｄ ＶｖＥＸＰＡ１８ ｐｒｏｍｏｔｅ ｃｅｌｌ ｅｘ￣
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[２４] 　 Ｎｉｃｏｌａｓ ＰꎬＬｅｃｏｕｒｉｅｕｘ ＤꎬＧｏｍèｓ ＥꎬＤｅｌｒｏｔ ＳꎬＬｅｃｏｕｒｉｅｕｘ Ｆ. Ｔｈｅ
ｇｒａｐｅ ｂｅｒｒｙ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｂａｓｉｃ ｈｅｌｉｘ￣ｌｏｏｐ￣ｈｅｌｉｘ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ Ｖｖ￣
ＣＥＢ１ ａｆｆｅｃｔｓ ｃｅｌｌ ｓｉｚｅ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｂｏｔａｎｙꎬ２０１３ꎬ６４
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[２５]　 Ａｒｉｉｚｕｍｉ ＴꎬＬａｗｒｅｎｃｅ ＰꎬＳｔｅｂｅｒ Ｃ. Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｔｗｏ Ｆ￣Ｂｏｘ ｐｒｏｔｅｉｎｓꎬ
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欢迎订阅 ２０１９ 年«山西农业科学»

«山西农业科学»是山西省农业科学院主办的大农业学术性期刊ꎬ中国科技核心期刊ꎮ 主要栏目有:生物技术、遗传育种、
耕作栽培、生理生化、资源与环境、植物保护、畜牧兽医、贮藏与加工、农业经济、质量与安全、信息技术、文献综述等ꎮ 主要读

者对象为:农业研究机构科研人员、农业院校师生、涉农部门农业技术推广工作者ꎮ
月刊ꎬ每期定价 ８. ００ 元ꎬ全年 ９６. ００ 元ꎮ 国内统一刊号 ＣＮ１４￣１１１３ / Ｓꎬ邮发代号 ２２￣２４ꎮ
地址:太原市龙城大街 ８１ 号

邮编:０３００３１
电话:０３５１￣７０８９７８３
Ｅ￣ｍａｉｌ:ｓｘｎｙｋｘ＠ １２６ ｃｏｍ



欢迎订阅 ２０１９ 年«天津农业科学»

«天津农业科学»是天津市农业科学院信息研究所主办的综合性学术期刊ꎬ为美国化学文摘 ＣＡ 收录期刊、中国核心期刊

(遴选)数据库收录期刊ꎬ中国学术期刊综合评价数据统计源期刊ꎬ全国优秀农业期刊ꎮ 开设栏目有:植物生理与生物技术、作
物栽培与设施园艺、植物保护、土壤肥料与节水灌溉、畜牧兽医与水产养殖、园林绿化、贮藏加工、农产品安全、农业经济与信

息技术、农业科研管理、三农问题研究、农业区划等ꎮ
月刊ꎬ每期定价 ５ 元ꎬ全年 ６０ 元ꎮ 国际刊号:ＩＳＳＮ １００６￣６５００ꎬ国内刊号:ＣＮ:１２￣１２５６ / Ｓꎮ
地址:天津市南开区白堤路 ２６８ 号农科大厦 １９０５ 室

邮编:３００１９２
电话 /传真:０２２￣２３６７８６０１
Ｅ￣ｍａｉｌ:ｔｊｎｙｋｘ＠ １６３ ｃｏｍ
网址:ｔｊｎｙｋｘ ｐａｐｅｒｏｐｅｎ ｃｏｍ
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